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@ Pharmazeutische Preparation enthaltend eine thrombolytisch wirkende Substanz und Protein C. 

(§) Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische 
Praparation enthaltend eine thrombolytisch wir- 
kende, Protein C nicht aktivierende Substanz 
und Protein C. Diese Praparation verhindert 
eine Reocclusion, welche ublicherweise im 
Rahmen einer Thrombolysetherapie auftritt 



« 



Q. 
LU 



Jouve, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



1 



EP 0 519 900 A1 



2 



Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Pre- 
paration enthaltend Protein C. 

Viele operative Eingriffe erhdhen das Risiko ei- 
ner venosen und arteriellen Thrombose und 
Thromboembolie. Arterielle und venose Thrombosis s 
kann auch krankheitsbedingt sein. Die antithromboti- 
sche bzw. thrombolytische Therapie bringt jedoch un- 
erwunschte Nebeneffekte, wie Blutungen oder 
Reocclusion mit sich. 

Die thrombolytische Wirkung von Substanzen, 10 
wie t-PA, Urokinase, Streptokinase oder Plasminogen 
beruht auf der Freisetzung von Plasmin. welches 
Plasmin die Aufldsung von Thromben ermoglicht 
Gleichzeitig wird beobachtet, daa bei Verabreichung 
thrombolytisch wirksamer Substanzen Thrombin ge- 15 
neriert wird. Es wird vermutet, daa die Thrombin-Ge- 
nerierung und eine darauffolgende Reocclusion ein 
allgemeiner unerwunschter Nebeneffekt einer erfolg- 
reichen Thrombolyse ist (Circulation 83, 937-944 
(1991))- _ ' 20 

Neben der erhohten Thrombinaktivitat wird auch 
eine Veranderung der Protein C-Konzentration im 
Blut von Thrombolyse-Patienten beobachtet (Semi- 
nars in Thrombosis and Hemostasis 16. 242-244 
(1990)). Die Therapie erfolgt entweder mit t-PA oder 25 
mit Heparin oder mit einer Kombination aus t-PA und 
Heparin. Eine Verringerung der Protein C-Konzentra- 
tion wird nur bei Verabreichung der t-PA-haltigen Pra- 
parate beobachtet Ein direkter Abbau von Protein C 
mit t-PA oder Plasmin wird jedoch ausgeschlossen. 30 

Im Zusammenhang mit unerwunschten Neben- 
wirkungen der Thrombolyse wird in der EP-A- 0 318 
201 vorgeschlagen, aktiviertes Protein C (aPC) allei- 
ne Oder in Kombination mit einem Thrombolytikum zur 
Verhinderung akuter arterieller thrombotischer Ver- 35 
schlusse, Thromboembolie oder Stenosis zu verwen- 
den. aPC gflt als antikoagulativ wirksames Enzym, wel- 
ches einerseits eine Thrombinbfldung durch den 
proteolytischen Abbau von aktiviertem Gerinnungsfak- 
tor V und aktiviertem Gerinnungsfaktor VIII unterbindet 40 
und andererseitsdie Fibrinolyse unterstutzt Aus diesem 
Grund kann die Dos is des Thrombolytikums reduziert 
werden. 

Gleichermaaen wird in Blood 74, Suppl. 1, 50a, Ab- 
stract 176 (1989) zur Verhinderung der Thrombenbil- 45 
dung ein Kombinationspraparat enthaltend aPC und 
Urokinase vorgeschlagen, urn die thrombolytische oder 
antithrombotische Dosis der Urokinase zu verringern 
und gleichzeitig den Btutungskomplikationen, welche 
bei einer Thrombolysetherapie auftreten, zu begeg- 50 
nen. Die Verabreichung von aktiviertem Protein C hat 
jedoch den Nachteil, daft aufgrund der unmittelbar 
antikoagulatorischen Wirksamkeit von aPC die Blu- 
tungsneigung gefordert wird. 

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, diesen 55 
Nachtefl zu beseitigen und eine pharmazeutische 
Preparation zur Verfugung zu stellen, welche eine 
Reocclusion, bedingt durch eine erhohte Thrombin- 



aktivitat nach erfolgter Thrombolysetherapie, verhin- 
dert 

Die erf indungsgemaEe Preparation enthalt eine 
thrombolytisch wirkende, Protein C nichtaktivierende 
Substanz und Protein C. 

Es hat sich gezeigt, daa die erf indungsgemaSe 
Praparation eine erfolgreiche Thrombolysetherapie 
ohne Reocclusionsgefahr ermoglicht 

Als thrombolytisch wirkende Substanz eignet 
sich besonders Urokinase, tPA, Lys-Plasminogen 
oder Streptokinase. 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwen- 
dung einer thrombolytisch wirkenden Substanz, wel- 
che Protein C nicht zu aktivieren vermag, in Kombi- 
nation mit Protein C zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels zur Behandtung von Thrombosen und zur Verhin- 
derung der Reocclusion. 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daS das 
durch therapeutische Thrombolytika generierte 
Plasmin nicht nur Fibrin abbaut, sondern bei den wah- 
rend einer Thrombolysetherapie sehr hohen Konzen- 
trationen uberraschenderweise auch Protein C inak- 
tiviert, was einen Protein C-Mangel hervorruf t und ei- 
nen hyperkoagulabilen Zustand auslost. Das kann 
verhindert werden, wenn die thrombolytisch wirken- 
de Substanz in Kombination mit Protein C verabreicht 
wird oder wenn Protein C im Rahmen einer 
Thrombolysetherapie, also vor, wahrend und/oder 
nach einer Thrombolysetherapie verabreicht wird. 

Im erfindungsgemaRen Praparat ist Protein C 
vorzugsweise zu 10 bis 50 E/mg Protein enthalten. 
Die applikationsbereite Form sollte 90 bis 450 E/ml 
enthalten. Der Gehalt an Thrombolytikum wird in der 
erfindungsgemaaen Praparation zweckmaBigerwei- 
se so gewahlt, daa bei der Applikation ubliche Men- 
gen verabreicht werden. 

Die erf indungsgmeaae Protein C-haltige Prapa- 
ration kann als Injektion (30 bis 80 E/kg) 2 oder 3 mal 
taglich oder als Dauerinfusion (15 bis 30 E/kg. h) ver- 
abreicht werden. Nachfolgend wird die Erfindung 
noch naher beschrieben. . 

Gewinnung von Protein C 

Hochreines Protein C wurde aus einer rohen Pro- 
tein C-Fraktion gewonnen, die aus kommerziell er- 
haltlichem Prothrombinkomplex-Konzentrat herge- 
stellt wurde. Die Reinigung erfolgte affinitatschroma- 
tographisch mittels monoklonaler Antikorper. Mono- 
klonale Anti-Protein C-Antikorper wurden wie foigt 
hergestellt 

BALB/C-Mause wurden mit 100 ng menschln 
chem Protein C in zweiwochigen Abstanden durch in- 
traperitoneale Injektion immunisiert. Nach sechs Wo- 
chen wurden noch einmal 50 ug des menschlichen 
Protein C injiziert u nd d^ei Tage spater die Fusion vor- 
genommen. Die Myelomzeilinie (P3-X-63-AG8-653, 
1,5 x 10 7 Zellen) wurde vermischt mit 1,7 x 10 8 Milz- 
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zellen von einer Maus, und die Fusion nach modifi- 
zierter Kohier & Milestein-Methode unter Ver wen- 
dung von PEG 1500 durchgefuhrt (Kohier G., 
Milestein C, Nature 256(1 975)495-497). 

Positive KJone, getestet mittels eines EUSA, wur- s 
den zweimal subgeklont Aszitesproduktion erfolgte 
durch Injektion von 5 x 10 s Hybridomzellen je BALB/C- 
Maus zwei Wochen nach Pristan-Behandlung. 

Das Immunglobulin wurde aus Aszites durch An> 
moniumsulfatprazipitation und anschlie&ende Chro- 10 
matographie mittels QAE-Sephadex und darauffol- 
gend Chromatographie an Sephadex G200 gereinigt 
Um das Risiko der Obertragung muriner Viren zu redu- 
zieren, wurde der Antikorper vor der Immobflisierung 
noch einem Vlrusinaktivierungsschritt unterworfen. Die 1 s 
so erhaJtenen monokfonalen Antikorper gegen Protein 
C wurden an CNBr-aktivierte Sepharose 4B 
(Pharmacia) gekoppelt. Fur die Reinigung des Prote- 
in C mittels Aff initatschromatographie wurden folgen- 
de Puffer verwendet: 20 

AIs Absorption spuf fen 20 mmol Tris, 2 mmol 
EDTA, 0,25 mol NaCI und 5 mmol Banzamidin; 
als Waschpuffer wurde verwendet 20 mmol Tris, 1 
mol NaCI, 2 mmol Benzamidin, 2 mmol EDTA; der pH- 
Wert betrug 7 t 4; 2 5 
als Elutionspuffer wurde verwendet 3 mol NaSCN, 
20 mmol Tris, 1 mol NaCI, 0,5 mmol Benzamidin, 2 
mmol EDTA. 

Im einzelnen: Das Prothrombinkomplex-Konzen- 
trat wurde im Absorptionspuf fer aufgelost, wobei etwa 30 
10 g des Prothrombinkomplex-Konzentrates fur eine 
20 ml monoklonale Antikorpersaule zur Verwendung 
kamen. AnschlieRend wurde das aufgeloste Pro- 
thrombinkomplex-Konzentrat f iltriert, bei 20.000 rpm 
1 5 min lang zentrifugiert und durch ein Konzentrat f il- 35 
triert, bei 20.000 rpm 15 min lang zentrifugiert und 
durch ein 0,8 um Filter sterilf iltriert. Das sterilfiltrierte 
und gelds te Prbthrombinkomplex-Konzentrat wurde 
auf die Saule aufgetragen mit einer Flu Orate von 10 
mi/h. Anschlie&end wurde die Saule mit dem Wasch- 40 
puffer proteinfrei gewaschen und schlieBlich das ge- 
bundene Protein C mit dem Elutionspuffer bei einer 
FluBrate von 5 ml/h eluiert und die Fraktionen gesarrv 
melt. Das eluierte Protein C wurde gegen einen Puf- 
fer (0,2 mol/I Tris, 0,15 mol Glycin und 1 mmol EDTA, 45 
pH 8,3) dialysiert. Der Protein C-Gehalt wurde anti- 
genmaSig mittels der Methode nach Laurell und akti- 
vitatsmaBig nach Protac-Aktivierung bestimmt 

Das erhaltene Protein C-Eluat wurde in folgender 
Weise zu einer pharmazeutisch applizierbaren Pra- so 
paration fertiggestellt 

Das Eluat wurde zuerst einem Ultraf iltrations- 
und einem Diafiltrationsschritt unterworfen. Fur die 
Diaf iltration wurde ein Puffer mit einem pH-Wert von 
7,4 verwendet, der pro Liter 150 mMol NaCI und 15 55 
mMol Trinatriumcitrat.2H 2 0 enthielt Das erhaltene 
Filtrat wurde gefriergetrocknet und durch eine ein- 
stundige Dampfbehandlung bei 80° C ± 5° C und 1 375 



± 35 mbar virusinaktrvierL 

Das lyophilisierte virusinaktivierte Material wur- 
de sodann in einer sterOen isotonen NaCf-Ldsung ge- 
lost und mittels lonenaustauschchromatographie an 
Q-Sepharose wurden etwaig vorhandene Antikorper 
bzw. Serumamyloid P entfernt Die gereinigte Losung 
wurde durch einen weiteren Ultrafiltrations- und Dia- 
filtrationsschritt konzentriert Danach wurden zur er- 
haltenen Losung pro Liter 10 g Albumin, 150 mMol 
NaCI und 15 mMol Trinatriumcitrat zugegeben. Der 
pH-Wert der Losung betrug 7,5. Maus- 
Immunglobulin sowie die Faktoren II, VII, IX und X 
konnten nicht nachgewiesen werden. AnschlieBend 
wurde die Losung sterilfiltriert, abgefullt und lyophili- 
sierL Die spezifische Aktivitat betrug 14 Einheiten 
Protein C/mg. Eine Einheit Protein C Aktivitat ist de- 
finiert als die Protein-C-Aktivitat in 1 ml Normalplas- 
ma und wird gegen den ersten inter nation alen Stan- 
dard von Protein C kalibriert Als Aktivitatstest wurde 
ein amidolytischer Test verwendet, wobei das Protein 
C mittels Protac (Fa. Pentapharm), einem gangigen 
Protein C-Aktivator, hergestellt aus einem Schlan- 
gengiftpraparat, aktiviert wurde. 

Zeitabhangiger Abbau von Protein C 

Protein C wurde mit Plasmin behandeit und der 
Abbau mittels Immunoblot verfolgt Dazu wurden 270 
uJ einer Protein C-haltigen Losung (8 ng/ml) mit 270 
jil Plasmin (1 CU/ml) bei 37°C inkubiert Das Sub- 
strat/Enzym-Verhaltnis betrug demnach 8 : 1 
(ng/CU). Nach bereits 60 min liea sich Protein C 
amidolytisch nicht mehr nachweisen. 

Dosisabhangiger Abbau von Protein C 

Um den dosisabhangigen Abbau von plasmati- 
schem Protein C zu untersuchen, wurden zu je 50 uJ 
humanem Citratplasma je 50 uJ Plasmin in Konzentra- 
tionen von 10, 5, 3, 1,5 und 0,5 CU/ml zugesetzL 
Nach einer Reaktionszeit von 10 min wurden je 50 uJ 
Antithrombin lll-Heparin-Komplex (10 E ATIII, 50 E 
Heparin pro ml) zugefugt Dieser Zusatz stoppt die 
Reaktion. 

Protein C wurde nach Aktivierung mit Protac (Fir- 
ma Pentapharm) amidolytisch mit dem spezif ischen 
chromogenen Substrat S 2366 (Fa. Kabi) bestimmt 

Als Vergleich wurde plasmatisches Protein C oh- 
ne Plasminzusatz parallel dazu behandeit Die Ergeb- 
nisse sind aus der Abbildung (Abszisse: CU Plasmin; 
Ordinate: % Protein C-Aktivitat) ersichtlich. Die Abbil- 
dung zeigt, daB bei einem Zusatz einer Losung mit 10 
CU/ml Plasmin Protein C bereits nach 10 min voll- 
standig abgebaut wurde. 

) 
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Patentanspruche 

1. Pharmazeutische Preparation enthaltend eine 
thrombolytisch wirkende, Protein C nicht aktivie- 
rende Substanz und Protein C. 5 

2. Pharmazeutische Preparation nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, da& als thrombolytisch 
wirkende Substanz Urokinase, tPA. Lys-Plasmi- 
nogen Oder Streptokinase vorgesehen ist. 10 

3. Verwendung einer thrombolytisch wirkenden Sub- 
stanz, welche Protein C nicht zu aktivieren vermag, 
in Kombination mit Protein C zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Thrombosen und is 
zur Verhinderung der Reocclusion. 

4. Verwendung von Protein C zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Verhinderung der Reocclusion 

im Rahmen einer Thromboiysethera pie. 20 
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